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摘要 :【 目的】 克隆 小 菜 蛾 Plutella xylostella NanosO 基因 PxnosO 启动 子 , 并 验证 其 具有 生殖 腺 特异 
性 活性 ,以 期 应 用 于 基因 功能 研究 或 转基因 昆虫 的 构建 ,为 小 菜 蛾 等 农业 害虫 的 综合 治理 提供 新 的 
完 思 路 。【 方 法 】 根 据 小 菜 蛾 基因 组 序列 信息 ,利用 PCR 技术 克隆 Nanos0 的 启动 子 并 进行 序列 
分 析 。 构 建 PxnosO-EGFP 表达 质粒 ,利用 脂 质 体 细胞 转 染 技术 将 PxnosO-EGFP 和 ТЕТ-ЕСЕР 表达 
质粒 转 入 到 小 菜 蛾 胚胎 细胞 系 (Px-6) 和 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 卵巢 细胞 系 (S9) 中 ,通过 
激光 共聚 焦 荧 光 显 微 镜 观 察 和 qRT-PCR 技术 分 别 定 性 和 定量 分 析 ЕСЕР ЕБ Жа, Ы ЭЖ 
NanosO 启动 子 的 活性 。[【 结果 】 克 隆 获 得 小 菜 蛾 PxnosO( PX004767 ) 启动 子 区 序列 ,长 1 743 bp, 
对 启动 子 序列 进行 分 析 , 发 现 该 序列 不 仅 包含 启动 子 共有 核心 元 件 TATA box 以 及 上 游 启 动 子 成 
分 СААТ box 和 GC box 等 ,还 包含 有 数 十 个 转录 因子 结合 位 点 。 利 用 细胞 转 染 技术 ,在 PxnosO Ж 
动 子 驱动 下 成 功 地 在 Px-6 和 50 细胞 系 中 表达 外 源 基因 EGFP。[【 结论 ] 克 隆 了 小 菜 蛾 NanosO Ж 
E] PxnosO 启动 子 , 在 细胞 水 平 上 验证 其 能 驱动 外 源 EGFP 基因 的 表达 ,为 分 析 РхпоѕО 在 小 菜 蛾 不 
同 发 育 时 期 的 表达 模式 和 РхпоО 启动 子 在 体内 的 功能 验证 商定 基础 。 
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Abstract: [ Aim] To clone the NanosO gene ( PxnosO) promoter from the diamondback moth, Plutella 
xylostella, and to verify its gonad-specific activity, so as to further study the gene functions and develop 
transgenic insects for integrated management of P. xylostella and other agricultural pests. [ Methods] 
According to the sequence information of NanosO gene in the P. xylostella genome, the NanosO gene 
promoter was cloned by PCR and subjected to sequence analysis. The PxnosO-EGFP expression plasmid 
was constructed, and then the РхповО-ЕСЕР and IE1 -EGFP expression plasmids were transfected into P. 
xylostella embryonic cell line ( Px-6) and Spodoptera frugiperda ovary cell line (59) by lipofection. The 
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activity of the NanosO promoter in P. xylostella was confirmed by the qualitative and quantitative analysis 


of EGFP expression by laser confocal fluorescence observation and qRT-PCR, respectively. [Results] 
We cloned the PxnosO ( Px004767) promoter ( with the length of 1 743 bp) of P. xylostella. Sequence 


analysis showed that this promoter not only contains common core promoter elements like ТАТА box, and 


upstream promoter domains TATA box and GC box, but also contains dozens of transcription factor 


binding sites. Using cell transfection technology, we successfully expressed exogenous gene ЕСЕР driven 


by this promoter in the Px-6 and Sf9 cell lines. [ Conclusion] We cloned the PxnosO promoter of P. 


xylostella and verified that it сап drive the expression of ЕСЕР gene at the cellular level. This study 


provides a foundation for analyzing the expression pattern of PxnosO in different developmental stages of 


P. xylostella and the potential functions of the PxnosO promoter in vivo. 


Key words: Plutella xylostella; NanosO ; gonad-specific promoter; expression plasmid; cell transfection 


NanosO 作为 Nanos 鲜 指 蛋白 转录 因子 中 的 一 
种 ,对 昆虫 生殖 细胞 的 发 育 起 到 了 重要 的 调控 作用 ， 
同时 也 会 影响 生殖 细胞 的 自我 更 新 以 及 体 细 胞 的 分 
化 (Ali et al., 2010) 。 在 发 育 生物 学 中 ,个 体形 态 的 
形成 以 及 性 腺 的 形成 是 两 个 非常 重要 的 过 程 。 有 许 
多 基因 在 这 些 过 程 中 起 着 非常 关键 的 作用 ,它们 相 
互 作用 调控 着 整个 发 育 过 程 ,其 中 Vasa 和 Nanos 就 
是 非常 重要 的 两 个 基因 (Extavour et al., 2005; 
Dearden, 2006; Zhao et al., 2008; Kranz et al., 
2010) 。 通 过 分 析 影 响 果 蝇 生 殖 细 胞 的 自我 更 新 和 
分 化 的 因子 ,研究 结果 显示 ,Nanos Te MEI Hz TR 
中 特异 表达 ,能 够 抑制 生殖 细胞 的 分 化 ( Murata and 
Wharton, 1995; Miles et al., 2014) 。 在 果 蝇 的 卵 母 
细胞 和 胚胎 中 ,Nanos 只 在 生殖 质 中 翻译 ,其 蛋白 最 
后 整合 到 极 细胞 中 , 即 果 晶 的 原始 生殖 细胞 的 前 体 
(Wang et al., 1994) , Nanos 缺陷 型 果 晶 ,其 原始 生 
殖 细胞 不 能 形成 性 腺 ,生殖 细胞 过 早 成 熟 , 有 有 异常 的 
形态 (Forbes and Lehmann, 1998; Deshpande et al., 
1999) 。 与 果 蝇 相似 ,缺乏 Nanos 功能 的 线虫 ,其 原 
始 和 后 殖 细 胞 大 部 分 会 死亡 (Kraemer et al., 1999); 
Nanos ЕРДЕ КЕ Helobdella robusta 西方 蜜蜂 
Apis mellifera , X] EG MV. Fè 9 Anopheles gambiae, 蝗虫 
Schistocerca gregaria 以 及 人 Homo sapiens 等 物种 中 
也 有 发 现 , 其 功能 也 都 与 生殖 细胞 或 个 体 发 育 的 成 
型 相关 (Kraemer et al., 1999; Jaruzelska et al., 
2003; Calvo et al., 2005; Agee et al., 2006; р’ 
Agostino et al., 2006) 。 

Nanos 是 最 先 在 果 蝇 生殖 颗粒 中 被 鉴定 出 来 的 
一 个 母 源 效 应 组 分 , 它 编码 一 种 锌 指 结构 蛋白 ,蛋白 
的 C 端 含有 两 个 典型 的 由 CCHC 组 成 的 锌 指 结构 。 
此 蛋白 可 以 特异 性 地 结合 RNA ,在 昆虫 豚 胎 的 后 部 
区 域 的 特殊 分 化 中 起 重要 作用 ( Wang and Lehmann, 








































































































1991; Calvo et al., 2005) Nanos Æ H TE НЯ ja 
中 有 两 个 功能 :第 一 ,Nanos 蛋白 与 КМА 结合 蛋白 
pumilio 一 起 抑制 母 源 mRNA hunchback 的 翻译 ,这 
一 功能 在 胚胎 后 腹部 细胞 的 特异 性 分 化 过 程 中 起 着 
至 关 重 要 的 作用 ( Hiilskamp et al., 1989; Irish et al., 
1989) ;第 二 ,Nanos 蛋白 对 原始 生殖 细胞 的 发 育 是 
必 不 可 少 的 , 母 源 Nanos 和 蛋白 的 缺失 导致 原始 生殖 
细胞 不 能 正常 移动 到 性 腺 ,从 而 产生 无 功能 的 生殖 
细胞 ( Kobayashi et al., 1996; Forbes and Lehmann, 
1998) , 

在 基因 工程 研究 中 ,经 常 需要 构建 能 够 高 表达 
外 源 蛋 白 的 载体 (Sunilkumar et al., 2002) ,近年 来 ， 
在 小 鼠 和 果 蝇 等 一 些 研 究 中 陆续 报道 了 利用 Nanos 
启动 子 来 优化 基因 编辑 的 方法 (Nakao ег al., 
2008). 。 例 如 ,Nakao 等 (2008) 在 家 看 中 分 别克 隆 了 
4 个 Nanos 同 源 基因 , 即 NanosO , NanosP , NanosM 
FI NanosN ,其 中 NanosO 和 NanosP 能 在 生殖 腺 中 特 
异 表 达 ,NanosM 和 NanosN TE ZE K b^ 2H 2H НЫН 
有 表达 ; 陈 容 梅 (2016) 首次 开发 和 利用 家 不 NosP 
Ja SIT ,利用 细胞 转业 和 转基因 技术 分 别 在 家 看 细 
胞 系 和 活体 中 表达 外 源 基因 ,成 功 实现 了 外 源 基 因 
在 生殖 腺 中 特异 表达 。 

目前 ,有 关 小 菜 峨 Plutella xylostella 生殖 细胞 发 
育 相 关 基 因 及 其 启动 子 的 研究 则 相对 较 少 ,生殖 腺 
特异 性 启动 子 在 小 莱 蛾 中 的 研究 应 用 也 还 未 有 相关 
报道 。 而 生殖 腺 特异 的 启动 子 对 应 用 昆虫 不 育 技术 
(sterile insect technology, SIT) 等 进行 害虫 防治 方面 
有 具有 巨大 潜能 。 为 了 突破 传统 的 转基因 小 汪 蛾 遗传 
稳定 性 不 高 ,生殖 腺 特异 性 启动 子 缺乏 的 障碍 以 及 在 
小 菜 蛾 防 控 方面 寻求 突破 ,寻找 一 种 高 效 稳定 的 特异 
性 启动 子 ,我 们 克隆 了 小 菜 蛾 МаповО 基因 PxnosO 局 
动 子 序列 ,将 其 构建 成 以 绿色 殉 光 蛋白 ЕСЕР 基因 
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为 报告 基因 的 转基因 表达 质粒 ,随后 通过 细胞 转 染 
验证 PxnosO 启动 子 驱动 表达 活性 。 通 过 上 CTFP 的 
表达 特征 可 为 PxnosO 在 小 菜 蛾 生殖 细胞 发 育 的 调 
控 提 供 参 考 ,并 最 终 为 基于 基因 组 编辑 功能 基因 组 
研究 以 及 害虫 防治 等 提供 新 的 思路 和 方法 。 






































1 材料 与 方法 


1.1 细胞 系 及 培养 

实验 所 用 细胞 系 为 小 菜 蛾 胚胎 细胞 系 (Px-6) 
(Ma et al.，2017) 与 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera 
frugiperda WHK HMH Ж (509), ЖІКТЕЛЕ ІЛЕ Ж 2 
本 实验 室 自 有 (福建 农林 大 学 应 用 生态 研究 所 ) , 草 
地 贪 夜 蛾 卵 梨 细胞 系 购 买 于 美国 Thermo Fisher 公 
司 。 细 胞 在 25 cm? 培养 瓶 中 培养 ,以 Grace! s 昆虫 
细胞 培养 其 单 层 贴 壁 培养 。Grace’s 昆虫 细胞 培养 
基 中 包含 水 解 乳 蛋 白 、 酵 母 自 溶液 以 及 10% 的 胎 牛 
血清 (FBS) ,FBS % 57% X15 30 min。 细 胞 置 于 恒 
温 培 养 箱 中 27% 培养 , 细胞 长 至 35 000 ~ 40 000 
cells/cm 密度 时 进行 传代 培养 ,一 般 2 ~3 d 传代 
一 次 。 
1.2 小 菜 蛾 基因 组 DNA 的 提取 

取 化 师 第 2 天 的 小 沫 蛾 师 , 利 用 试剂 盒 
(QIAamp DNA Blood Mini Kit，QIACEN ) 提取 小 菜 
峨 基因 组 DNA ,具体 步骤 参照 试剂 盒 说 明 书 。 
1.3 小 菜 蛾 内 源 性 NanosO 启动 子 的 鉴定 及 克隆 

以 家 看 NanosO ( GenBank 登录 号 : NM _ 
001099844) 作为 query ,在 小 菜 蛾 基因 组 中 进行 全 基 
因 组 比 对 ,获得 小 菜 蛾 中 与 Nanos0 同 源 的 基因 。 
根据 该 同 源 基因 起 始 密码 子 上 游 2 000 bp 序列 , 设 
计 扩 增 引 物 , 上 游 引 物 : 5'-TAGTGACGTCTCCT 
ССАСТС-3'; РУ: 5 -TITCTAAAAAGTTAAAA 
TAAACAATGCAATCG-3'。 以 小 菜 蛾 基因 组 DNA 为 
模板 进行 PCR 扩 增 ,PCR 采用 Vazyme 的 Phanta 高 
RE DNA 聚合 酶 进行 扩 增 , 反 应 条 件 : 95Y 3 шіп; 
95% 15 s, 55% 30 s, 72C 2 min, 35 个 循环 ;72%C 
延伸 5 шіп; 12% 保持 。 胶 回收 PCR 扩 增 产物 ,并 将 
其 连接 克隆 载体 pbJET1. 2( Fermentas ,美国 ) 。 将 获 
得 的 阳性 克隆 送 测序 ( 伯 尚 ,福州 ) ,测序 得 到 的 序 
列 与 小 菜 蛾 基因 组 数据 库 中 的 序列 进行 比 对 ,分 析 
序列 特征 。 
1.4 小 菜 蛾 PxnosO 启动 子 表达 载体 的 构建 

在 质粒 PXL-HRS-IEl-EGFP-SVAO (福建 农林 大 
学 应 用 生态 研究 所 ) 的 基础 上 ,将 IET 启动 子 蔡 换 为 









































PxnosO 启动 子 构 建 Рхпоѕ0-ЕСЕР 表达 质粒 PXL- 
HR5S-PxnosO-EGFP-SVAO , ФЕВ d PE Ру ЕЈ Bel II 
与 Not 工 进 行 酶 切 连 接 构建 目标 载体 。 将 Bel У 
Not 工分 别 引 入 到 上 下 游 引 物 中 , 上游 引 物 : 5- 
GAAGATCTTAGTGACGTCTCCTGGAG-3'; 下 游 引 物 : 
5'-ATAAGAATGCGGCCGCTTTGTAAAAAGTTAAAA 
TAAA-3', DL 1.3 节 测 序 正确 的 克隆 载体 质粒 为 模 
板 进行 PCR 扩 增 ,PCR 采用 Vazyme 的 Phanta 高 保 
А ОМА 聚合 酶 进行 扩 增 ,反应 条 件 : 95%C 3 min; 
95*C 15 в, 60% 30 s, 72C 2 min, 35 个 循环 ; 72% 
延伸 5 min; 12% 保持 。 将 PCR 产物 用 Bgl II 5j Not 
1 进行 双 酶 切 ,将 获得 的 PxnosO 序列 的 胶 回收 PCR 
产物 与 同样 用 Bel П 5 Not 工 进 行 双 酶 切 的 PXL- 
HRS5-IEY-EGFP-SVAO 质粒 的 胶 回收 产物 用 ТА 连接 
酶 22%C 连接 1 ph, 构建 表达 质粒 PXL-HRS-PxnosO- 
EGFP-SV40。 取 连接 产物 转化 大 上 肠 杆菌 Escherichia 
coli DH5a 感受 态 细胞 , 挑 取 阳 性 克隆 并 测序 。 将 测 
序 验 证 后 的 阳性 菌株 37% 过 夜 扩 培 , 纯 化 表达 质 
Ti, -20% 储存 备用 。 
1.5 细胞 转 染 

将 构建 好 的 小 菜 蛾 РхпоѕО 启动 子 的 表达 质粒 
分 别 转 染 Px-6 和 Sf9 细胞 ,采用 转 染 试剂 Effectene 
Transfection Reagent ( QIAGEN) 进行 细胞 转 染 , 转 染 
步骤 参考 试剂 盒 说 明 书 。 设 ІКІ-ЕСЕР 表达 质粒 
(PXL-HR5-IE1-EGFP-SV40) 为 阳性 对 照 ,将 构建 好 
的 РхповО-ЕСЕР 与 IE1-EGFP 表达 质粒 分 别 转 染 
Px-6 和 Sf9 细胞 ,观察 转 染 48 和 72 h 后 ,观察 细胞 
内 绿色 荧光 蛋白 表达 情况 并 拍照 记录 。 
1.6 荧光 定量 PCR 分 析 PxnosO 启动 子 活性 

使 用 RNeasy Mini Kit( Qiagen, 德国 ) 试 剂 盒 将 
1.5 节 转 染 72 h 后 的 细胞 提取 总 RNA。 根 据 绿色 
荧光 蛋白 ЕСЕР 报告 基因 的 cDNA 序列 为 模板 ,使 
用 Primer Premier 5 软件 设计 qPCR 引物 ,上游 引 物 : 
5'-ACACCCTGGTGAACCGCATC-3 ;下 游 引 物 : 5- 
AGTTCACCTTGATGCCGTTC-3', [LJ RPL32 基因 为 
内 参 基 因 , 上 游 引 物 : S'"CAATCAGGCCAATTTA 
CCGC-3'; 下 游 引 物 : 5'-CTGGGTTTACGCCAGTTA 
CG3', 将 合成 的 cDNA 产物 用 Nuclease-free Water 
稀释 成 4 个 不 同 浓度 的 cDNA 模板 (稀释 5, 10, 20 
和 40 倍 ), 使 用 试剂 盒 SYBR Green Master Mix 
(Promega, 美 国 ) 配 好 混合 液 后 进行 qPCR ,绘制 标 
准 曲 线 , 计算 扩 增 效率 。 将 合成 的 cDNA 产物 用 
Nuclease-free Water 稀释 5 倍 , 作 为 qPCR 的 模板 ,所 
用 试剂 盒 为 SYBR Green Master Міх ( Promega, X 
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国 ) qPCR 的 过 程 在 C1000 Touch™ Thermal Cycler 
and CFX96 Real-Time PCR Systems (Thermo, 美国 ) 
上 进行 ,反应 条 件 : 95%C 3 min; 95% 20 в, 58% 
35 s, 44 个 循环 ; 65% 15 в, 95% 15 s; 3 次 重复 。 
数据 间 的 差异 显著 性 均 采 用 SPSS21.0 软件 进行 分 
析 , 两 组 数据 间 的 对 比 采 用 独立 样本 1 检验 ,多 组 数 
据 间 则 采用 单 因 素 方差 分 析 方 法 。 将 所 测 数 据 用 
Graphpad Prism5 软件 作 图 。 














2 结果 


2.1 小 菜 蛾 PxnosO 启动 子 的 克隆 与 序列 特征 
利用 家 在 NanosO 基因 在 小 菜 蛾 基因 组 中 进行 
全 基因 组 扫描 ,得 到 小 菜 蛾 内 Nanos0 同 源 基因 。 
取 该 基因 起 始 密码 子 上 游 约 2 000 bp 作为 启动 子 
区 ,特异 性 引物 扩 增 获得 启动 子 区 的 单一 条 带 , 约 
1 800 bp( 图 1)。 将 获得 的 目的 条 带 进行 测序 , 得 到 





长 度 为 1 743 bp 的 PxnosO ( Px004767 ) 启动 子 区 序 
列 ( 图 2)。 


M PxnosO 


bp 
2000 


1000 








图 1 ZNR NanosO 启动 子 序列 PCR 扩 增 结果 
Fig. 1 PCR amplification of the promoter sequence of 
NanosO from Plutella xylostella 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; PxnosO; NanosO 


启动 子 序列 PCR 产物 PCR product of the NanosO promoter sequence. 





1 TAGTGACGTC TCCTGGAGTG AGGTAACACT TGATTCTTCC TCGTGCGGCA CACCGCGGCC 
61 AGTCAAAGAC TGATGCTAGT CTCAATGGCC AATCCTTAGG CCGCGGTGAC AAACCCTATT 
121 CTACTACCTA CTACCTAGTC AGGCTTTACT CTAGTTGTAC TTTGGATTTT TAAAAGCTGT 
181 AAGGCTTATG ATACCTAAAC ACAGCTGGAG ATAATAATAT GTCCGTTTTC CATACTGATA 
241 ATGGAAATTA CTTTCATTTA AAACTATGAC AATGGTCTAA GCAAATAAAA ATAAATGCTT 
301 GACCTTACAA GAACAGATTT TGAAATTTCG TTTAGTGCCA CCTAGTGCTA TTTAGTTGAA 
361 CTATGTAAGT AGCAAACCAC ACTACGGAAG TAAATTACGT GCATTGGCAT ATTTGGCACA 
421 AAGTAGATGA ATAGGAAACT ААСТААТТТА ACGTAAGCCC GATAGATGGC AGTAAATACA 
481 TTTTCAGGTT GGCATGGTAA ATTATTTCAA CTCATTCATT ATTGTCAGAT TTTTTAACAA 
541 TTTCTGCAAA CCAACAAACG AATTACATGT ATTTTTGGAA TAAAGGGATT TTTGTCACCT 
601 TTATTTGAAA CCATTTTCAC ACAACTATAC AATACCTATT TGCCTTATCC GTCCTAGGTT 
661 GCCCTAGGTA GGTTAGGTAA GTACCTACTT AGTTATTTAG TTAGGTACTT ACACCTCGAT 
721 CGTTTTTTTA CACTGAGACT GGTAAGTTGG TAACCGACTG ТТТСАААТТА TTTTATGAAA 
781 CTTTTTTAAC CTTTCAATAA CTACCTAGGT AAGTACTTAC CAACTTACTT GATTTCGTGG 
841 ACCTCAAAAC TCCATTCAAC TCATTCATCA CAACGAGTTT TAAGTATTCC TCAAGTAGTT 
901 AAAAACTCAA GCACTTAGAG GCCCTCACAA AGTTACTCCA CCATGGTGCC AACTGCCAAC 
961 TGCCACCCAA CCACCCAACA ATAAACAACA TAATTATTAT ACTCGACTTC ACTCGAGTTC 
1021 ATCGAGCATA GTTGGTCTAA GTACCTACCT ATGTAGGTAG GATGTAAAAA ACTAACAGTA 
1081 TGGAGTTAAC TTAATCCTCA AACTACAATT AAATACATCT ACTTACAGAT ACTTGTTGAT 
1141 TAAGTATGTA GGTAGGTACT TAGTAAGCTA ACTAATATTA TTCGATCAGA TTACGATTTC 


1201 AATTGGAACT CTTTGTTTAT GCCGGCTGGC GGCGGCGGCT остофсосос фосоосатс 
1261 CATGAGATTA TGATACCTTA CATTACCTAT TGATATCCGA GTCTGAATTA TTAGTGTCAA 


1321 ACAAAAATAT CAATGCAAAA GCACCGACTC AGCATTTAAT ATAATAAAAT TAACTAATTA 
1381 CCCCAGGCGA CAGTGTTAGT TATTCTTATA ACCTACTCAT TTAATTTATT TCTAACTAAC 
1441 TATGTAGTAC TATGTAGTCT ATGTGTATGT ACCCTAAGTT TAGGTTCGCT TGATTAGATT 
1501 TCGTTCGTCC AAGTTGATGT TGTTTTTGTA ACAACATTAT TGCCCTTTCT TTGCCGCTCG 
1561 GCCCGGCTCT GATTTCATTG GTCGAAATTT CAAACTAGAG ATTACGCTGT CCCATCGCCG 


1621 (оссаатраос GAAAAGCATT CTCATTTCAA ATCCTGCGCA GGGTGGACGC GTTCTGCTGT 
1681 TCTAAATTTT AAATCATCGA TCGATTGCAT TGTTTATTTT AACTTTTTAC 


1741 AAA 


图 2 Л PxnosO 启动 子 序列 
Fig. 2 Nucleotide sequence of the PxnosO promoter of Plutella xylostella 
蓝 色 框 内 序列 表示 ТАТА box ,绿色 框 内 序列 表示 СААТ box, 红 色 框 内 序列 表示 GC box, The blue box represents the ТАТА box, the green box 




















represents the CAAT box, and the red box represents the GC box. 
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PxnosO 位 于 基因 组 scafford 181: 第 439511 — 
442895 位 ,在 起 始 密码 子 5' 端 左 侧 克隆 得 到 了 
1 743 bp 的 启动 子 序列 ,对 测序 获得 的 启动 子 序列 
进行 分 析 ,发现 该 序列 不 仅 包 含 启 动 子 共 有 核心 元 
件 TATA box( -52 ~ -44), 以 及 上 游 启 动 子 成 分 
СААТ box( -123 ~ -118) ,GC box( -498 ~ – 493) 
等 ;还 包含 有 数 十 个 转录 因子 结合 位 点 ,如 SRY, 
HNF, NFY, AR, САСА 等 ,调控 基因 的 转录 。SRY 
基因 是 一 种 性 别 决定 基因 ,在 墨 丸 组 织 中 高 表达 ,而 
在 卵 梨 中 几乎 不 表达 ,具有 表达 的 组 织 特异 性 ;同时 
也 是 一 种 转录 因子 ,活化 后 从 细胞 质 转 到 细胞 核 ,与 
ШАА DNA 结合 使 DNA 松散 弯曲 , 拉 近 调节 序列 
与 启动 子 之 间 的 距离 ,从 而 调节 基因 的 表达 ,通过 对 
其 他 基因 的 表达 的 调节 而 对 墨 九 分 化 起 着 开关 控制 
作用 。AR 基因 是 雄 激 素 受 体 、 性 别 分 化 相关 基因 
之 一 ,决定 着 靶 器 官 是 和 否 对 雄 激 素 产 生 反 应 ,从 而 再 
影响 其 他 转录 因子 调节 丢 基 因 的 转录 (化 珍 ， 
2011), SRY 基因 和 AR 基因 缺失 可 能 导致 性 别 分 
化 相关 疾病 ,如 性 别 转换 .性 别 假象 等 。 所 以 ,SRY 
和 AR 转录 因子 结合 位 点 可 能 与 №МапоѕО 启动 子 是 
生殖 腺 特异 性 启动 子 有 关 。 

2.2 РхпоѕО-ЕСЕР 表达 质粒 
基础 质粒 РХІ-НК5-ІЕ1-ЕСЕР-8/40 与 PxnosO 

















胶 回 收 PCR. 产物 分 别 用 Bel ILI Not 工 进 行 双 酶 切 ， 
经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ,结果 表明 目的 条 带 酶 切 完 
全 (图 3)。 将 回收 的 载体 序列 与 启动 子 序列 连接 ， 
测序 确认 所 获得 的 重组 质粒 ,小 菜 蛾 PxnosO 启动 子 
替代 质粒 中 原始 的 DET 启动 子 , 最 终 获得 PxnosO- 
ЕСЕР 表达 质粒 (图 4) 。 








bp 
7000 


2000 


1000 








图 3 РХІ-НК5-ІЕ1-ЕСЕР-8У40 表达 质粒 和 PxnosO 
PCR 产物 的 Bel П /Not T 3 RE] Е 
Fig. 3 Restriction digestion of PXL-HR5-IE1-EGFP-SV40 
expression plasmid and PCR products of PxnosO with 
Bgl ]/ Not T 
M: DNA 分 子 量 标准 ОМА molecular weight marker; 1; 质粒 酶 切 产 
物 Restriction digestion product of plasmid; 2: PxnosO 启动 子 PxnosO 














promoter. 





图 4 ЕСЕР 表达 质粒 的 结构 示意 图 
Fig. 4 Тһе diagram of ЕСЕР expression plasmid 
А; PxnosO-EGFP 表达 质粒 РхповО-ЕСЕР expression plasmid; В: IEI-EGFP 表达 质粒 IEI-EGFP expression plasmid. 


2.3 细胞 内 验证 小 菜 蛾 PxnosO 启动 子 的 活性 

将 构建 好 的 Pxnos0-EGFP 表达 质粒 (图 4: А) 
fil IEI-EGFP 表达 质粒 (图 4: В) ЛЕЙ Px-6 和 
59 细胞 。 转 染 后 48 h, 可见 PxnosO 启动 子 在 Px-6 
和 SO 细胞 中 均 可 以 一 定 程度 驱动 ЕСЕР 的 表达 ， 
依稀 可 见 绿色 荧光 表达 的 细胞 ,但 其 驱动 蛋白 表达 
的 效率 较 ТЕЛ 启动 子 弱 ; 转 染 后 72 h, ЕСЕР 在 两 种 
细胞 中 的 表达 都 有 所 增强 ,在 Px-6 细胞 中 ,Pxnos0 
启动 子 的 驱动 效率 较 IE1 启动 子 弱 。 而 在 Sf9 细胞 
中 ,PxnosO0-EGFP 在 Sf9 细胞 中 的 转 染 效率 较 Px-6 
细胞 中 强 ,这 与 阳性 对 照 IE1-EGFP 的 结果 相 一 致 ， 
是 细胞 的 转 染 效 率 差异 导致 了 严 光 细胞 数量 的 差异 
(图 5)。 

将 转 染 72 h 后 的 Px-6 和 SO 细胞 提取 总 КМА 














并 反 转 录 , 通 过 qRT-PCR 来 定量 分 析 两 种 启动 子 在 
Px-6 和 SO 细胞 中 的 活性 ,并 比较 其 差异 性 (图 6)。 
结果 显示 PxnosO 启动 子 在 Px-6 和 59 细胞 中 表达 
活性 无 显著 性 差异 ,但 在 Px-6 细胞 中 其 活性 较 IE1 
启动 子 低 。 严 1 启动 子 在 小 菜 蛾 胚胎 细胞 中 的 表达 
活性 较 在 SO 细胞 更 强 。 

实验 结果 表明 ,PxnosO 启动 子 可 以 驱动 ЕСЕР 
基因 的 表达 ,具有 转录 活性 。Pxnos0 启动 子 可 以 驱 
动 外 源 基因 ЕСЕР 在 Px-6 和 SO 细胞 中 的 表达 ,其 
在 Px-6 细胞 中 的 活性 较 ЕТ 启动 子 低 。 
































3 讨论 
Nanos 是 一 种 重要 的 RNA 结合 蛋白 , 它 在 生殖 
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A PxnosO-EGFP 


Light Green fluoresence 





B PxnosO-EGFP 


Light Green fluoresence 





Light Green fluoresence 








Light Green fluoresence 





图 5 Рхпоѕ0 启动 子 驱动 ЕСЕР 基因 在 细胞 中 的 瞬时 表达 
Fig. 5 Transient expression of EGFP gene driven by the PxnosO promoter in cells 
А, B: 分 别 是 转 染 小 菜 蛾 豚 胎 细胞 系 (Px-6 ) USC cn BI LAU ZR SO) 48 和 72 h ЕСЕР 瞬时 表达 图 ,照片 曝光 时 间 为 180 ms ( Transient 
expression of ЕСЕР in the transfected Plutella xylostella embryonic cell line ( Px-6) and Spodoptera frugiperda ovary cell line ( Sf9) at 48 and 72 h, 
respectively. The photo exposure time is 180 ms). Light; 明 场 条 件 成 像 Bright field image; Green fluorescence: 绿色 荧光 条 件 下 成 像 Green 


fluorescence image. 


干细胞 的 自我 更 新 方面 具有 非常 重要 的 作用 。 
Nanos TE EC IEEE Н DOLES H (Nirmala et al., 2011) 
等 很 多 昆虫 中 都 很 保守 。Nanos 功能 的 缺失 可 能 会 
导致 机 体 出 现 一 些 异常 现象 (And and Wessel, 
2014) ,如 生殖 细胞 迁移 异常 ,细胞 周期 与 发 育 缺 
陷 , 更 严重 可 能 会 导致 生殖 腺 无 法 形成 正常 功能 的 
生殖 细胞 。Nanos0 在 家 得 等 鳞 翅 目 昆 虫 中 的 表达 
模式 显示 该 基因 具 时 空 表达 特异 性 , 仅 在 生殖 腺 中 
特异 性 表达 (Nakao et al., 2008) 。 

本 研究 克隆 并 分 析 了 РхпоѕО 启动 子 的 序列 特 
征 , 通 过 驱动 外 源 标记 基因 ЕСЕР 的 表达 ,在 细胞 内 
验证 该 启动 子 的 转录 活性 。 该 启动 子 可 以 在 Px-6 
和 SO 细胞 中 驱动 ЕСЕР 基因 的 表达 ,其 在 小 菜 蛾 
胚胎 细胞 Px-6 中 表达 活性 较 IEY 启动 子 低 。 基 于 








转录 组 数据 库 , МаповО 基因 在 卵 期 相对 低 表达 , 且 
由 于 NanosO 启动 子 是 生殖 腺 特异 性 启动 子 , 具 有 
驱动 表达 时 空 特异 性 ,这 可 能 是 其 在 小 菜 蛾 及 胎 细 
胞 中 活性 相对 于 LEY 启动 子 弱 ; 此 外 ,本 实验 并 未 对 
此 段 NanosO 启动 子 序列 转录 调控 核心 区 进行 定 
位 ,其 启动 子 序列 过 长 可 能 导致 其 活性 降低 ; 再 者 ， 
本 实验 克隆 的 PxnosO 启动 子 序列 过 长 可 能 导致 细 
胞 转 染 效率 的 差异 ,进而 导致 通过 qRT-PCR 定量 分 
析 来 呈现 两 种 启动 子 活性 差异 的 不 准确 性 。 因 此 ， 
对 NanosO 启动 子 转录 调控 核心 区 进行 定位 ,并 进 
行 筛 选 验证 可 能 提高 其 活性 。 

实验 结果 为 分 析 PxnosO 在 小 汪 蛾 不 同 发 育 时 
期 的 表达 模式 和 PxnosO 启动 子 在 体内 的 功能 验证 
奠定 基础 ,结合 转录 组 数据 的 结果 ,我 们 可 以 进一步 
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图 6 不 同 启动 子 驱 动 下 ЕСЕР 基因 在 细胞 中 相对 表达 量 


Fig. 6 Relative expression level of ЕСЕР gene driven 























by different promoters in cells 
Px-6; 小 菜 蛾 胚胎 细胞 系 Plutella xylostella embryonic cell line; Sfo : 
草地 贪 夜 蛾 卵 策 细胞 系 Spodoptera frugiperda ovary cel line. 图 中 数 
据 为 平均 值 上 标准 误 ,不同 细胞 中 的 基因 表达 量 以 小 菜 蛾 豚 胎 细胞 
(Px-6) 中 的 1E1 启动 子 驱动 下 ЕСЕР 基因 的 表达 量 为 基准 。 不 同 
小 写字 母 表 示 数 据 经 单 因 素 方 差分 析 后 ,利用 Tukey 氏 多 重 比较 检 
验 在 0.05 水 平 下 存在 显著 差异 (ANOVA, n 23, P <0. 05), Data 


in the figure are mean + SE. The relative expression level of ЕСЕР gene 



































in different cells are normalized to that in P. xylostella embryonic cells 
( Px-6) driven by /El promoter. Different lowercase letters above bars 
indicate that the data were significantly different at the 0. 05 level after 
Tukey’ s multiple comparison analysis ( ANOVA, n 23, P «0.05). 


分 析 PxnosO 在 小 菜 蛾 不 同 组 织 的 表达 模式 ,明确 基 
的 时 空 表 达 特 异性 ,此 外 可 利用 该 启动 子 构 建 转 
ЕСЕР 的 转基因 小 菜 蛾 ,分 析 启 动 子 的 效率 及 表达 
模式 。 

生殖 腺 特异 性 启动 子 如 NanosO 启动 子 可 以 蔡 
代 全 身 性 表达 的 1E1 启动 子 , 避 免 无 时 空 表 达 差 异 
的 广 谱 表达 型 启动 子 驱动 外 源 基 因 的 表达 对 生物 体 
本 身 的 影响 。NanosO 启动 子 可 替换 ЈЕЛ 启动 子 , 以 
减少 外 源 基因 持续 性 表达 对 昆虫 自身 的 生长 发 育 繁 
殖 等 方面 的 影响 (Zuo and Chua, 2000) ,以 及 提高 转 
基因 昆虫 的 遗传 稳定 性 (Fraser, 2012 ) 。 

总 之 ,我 们 克隆 了 小 菜 蛾 生殖 腺 特异 性 表达 的 
PxnosO 启动 子 , 在 细胞 水 平 上 验证 其 能 驱动 外 源 基 
因 的 表达 。 今 后 我 们 将 继续 分 析 PxnosO 在 不 同 发 
育 时 期 的 表达 模式 ,以 及 其 性 别 特 异性 的 表达 模式 ， 
验证 PxnosO 启动 子 在 体内 的 转录 活性 ,最 终 将 其 应 
用 于 基因 功能 研究 或 转基因 昆虫 的 构建 ,为 小 菜 蛾 
等 农业 害虫 的 防治 提供 新 的 研究 思路 。 
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